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AKTUALNY STAN WIEDZY Z ZAKRESU GENETYKI
WAZNIEJSZYCH ROSLIN SADOWNICZYCH
| ZASTOSOWANIE JEJ W PRAKTYCE

Kamila Bokszczanin, Andrzej A. Przybyta
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Ostatnie lata przyniosty bardzo szybki rozw6j badan molekularnych roslin
sadowniczych. Brzoskwinia, z racji swego stosunkowo matego genomu, samoptodnosci
oraz krotkiego okresu juwenilnego, jest jednym z gatunkdw najlepiej scharakteryzowa-
nych pod wzgledem genetycznym i tym samym stanowi model dla innych gatunkéw
z rodziny Rosaceae. Mapy genomowe, skonstruowane na podstawie markeréw moleku-
larnych, staty sie w ostatnim dziesiecioleciu jednym z gtéwnych narzedzi badania cech
ilosciowych. ldentyfikacja genéw o duzym efekcie fenotypowym stwarza mozliwosé
zwigkszenia efektywnosci hodowli przez bezposrednia selekcje materiatu hodowlanego
na podstawie markeréw blisko sprzezonych ze zidentyfikowanym QTL. Mapowanie QTL
za pomoca markerdw molekularnych i ulepszanie cech ilosciowych to wazne cele w pro-
gramach hodowlanych. Dla roslin sadowniczych, szczeg6lnie dla drzew owocowych,
opracowanie nowych technik molekularnych, ktére pozwalaja na wczesna selekcje siewek
posiadajacych wartosciowe cechy, jest zadaniem priorytetowym, gdyz umozliwiaja one
selekcje o kilka lat wezesniej niz w przypadku hodowli klasycznej.

Stowa kluczowe: rosliny sadownicze, badania molekularne, hodowla

WSTEP

W regionach $wiata o klimacie umiarkowanym rosliny sadownicze z rodziny Rosa-
ceae zajmuja czotowe miejsce pod wzgledem znaczenia ekonomicznego. Do najwaz-
niejszych gatunkéw uprawnych z rodziny Rosaceae naleza: jabton (Malus), grusza
(Pyrus), pigwa (Cydonia), pestkowe z rodzaju Prunus, takie jak brzoskwinia, nektaryna,
morela, $liwa, migdat, wisnia i czeresnia [Georgi i in. 2002], malina i jezyna (Rubus)
oraz truskawka (Fragaria). Wiekszo$¢ wymienionych gatunkdw to wieloletnie rosliny
drzewiaste duzych rozmiardw, z dtugim okresem juwenilnym, co utrudnia badanie ich
metodami genetyki klasycznej. Z drugiej strony, rosliny te charakteryzuja si¢ dtugim
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okresem zycia oraz mozliwosciami efektywnego rozmnazania wegetatywnego. Do
gatunkéw sadowniczych o matym genomie naleza: poziomka (Fragaria vesca), zawie-
rajaca 164 Mbp DNA w genomie haploidalnym [Akiyama i in. 2001], oraz brzoskwinia,
zawierajaca 290 Mbp DNA w genomie haploidalnym [Baird i in. 1994].

BADANIA MOLEKULARNE ROSLIN SADOWNICZYCH

Wielkos¢ genomu organizméw nalezacych do Eucaryota jest ogromnie zréznicowana.
Wiekszos¢ DNA w bardzo duzych genomach jest niekodujaca, a liczba genéw — sto-
sunkowo stata. Arabidopsis thaliana (wielkos¢ genomu w stanie haploidalnym 120 Mb)
zawiera wiecej niz 25000 gendw, natomiast genom ludzki o wielkosci 3200 Mb
w stanie haploidalnym zawiera 20 000-25 000 genéw [International Human Genome
Sequencing Consortium 2004]. Dotychczas scharakteryzowano jedynie 31 gendéw
gtéwnych brzoskwini [Monet i in. 1996] i trzy geny migdata [Socias i Company 1998].
Brzoskwinia jest samoptodnym gatunkiem diploidalnym (2n=2x=16). Zawartos¢ DNA
w jadrze wynosi jedynie 0.60 + 0.03 pg [Baird i in. 1994] — okoto dwa razy wigcej niz
w jadrze Arabidopsis thaliana. Wigkszos¢ zachodnich odmian brzoskwini pochodzi od
kilku genotypéw sprowadzonych w XIX w. do USA z potudniowych Chin. Z tego po-
wodu odmiany brzoskwini sa wysoce wsobne i charakteryzuja sie bardzo mata zmien-
noscia genetyczna [Scorza i in. 1985]. Te cechy, jak rdwniez relatywnie krétki, dwu-
lub trzyletni okres juwenilny, sprawiaja, ze brzoskwinia stata si¢ jednym z gatunkéw
najlepiej scharakteryzowanych pod wzgledem genetycznym i tym samym roslina mode-
lowa dla innych gatunkéw z rodziny Rosaceae [Jung i in. 2008]. Utworzono mapy mar-
keréw molekularnych brzoskwini i biblioteki klonéw oraz uzyskano interesujace mutanty
[Georgi i in. 2002].

Badania genetyczne rosliny modelowej moga znacznie przyspieszy¢ zrozumienie
genetyki pozostatych gatunkéw w obrgbie tej samej rodziny. Wynika to z faktu, ze
techniki markeréw molekularnych rozwinigte dla brzoskwini moga z tatwoscia by¢
stosowane w badaniach innych gatunkéw z rodziny Rosaceae. Doskonatym przyktadem
wykorzystania strategii poréwnywania genomoéw jest uzycie danych uzyskanych
w wyniku mapowania fizycznego ryzu w badaniach innych gatunkéw uprawnych
w obrebie rodziny Poaceae [Delseny i in. 2001].

Dla rodziny Rosaceae podjeto dwa gtéwne kierunki badan z wykorzystaniem brzo-
skwini jako rosliny modelowej:

1. Genomika strukturalna — utworzenie mapy fizycznej genomu brzoskwini i nanie-
sienie na nig markeréw genetycznych cech waznych z ekonomicznego punktu wi-
dzenia dla gatunkdw Rosaceae.

2. Genomika funkcjonalna — utworzenie bazy danych Sekcji Znacznikéw Sekwencji
Ulegajacych Ekspresji (ang. Expressed Sequence Tags, EST) dla tkanek owocéw,
ped6w i nasion wraz z mapami — fizyczna i genetyczna — brzoskwini.

Obecnie genom brzoskwini jest sekwencjonowany w Clemson University, Geno-
mics Institute, USA, natomiast genom jabtoni, jednego z najwazniejszych gatunkéw
drzew owocowych klimatu umiarkowanego — w Nowej Zelandii, w The Horticulture
and Food Research Institute of New Zealand.

Mapy genomow roslin uprawnych, zbudowane na bazie markeréw molekularnych,
staty sie w ostatnim dziesiecioleciu jednym z gtéwnych narzedzi badania cech iloscio-
wych. W przypadku roslin aktualnie dysponujemy kompletnymi mapami genowymi
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rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), ryzu (Oryza sativa), topoli (Populus trichocarpa)
i lucerny (Medicago truncatulata). Mapy genetyczne umozliwiaja poznanie struktury
i ewolucji genomow. Stuza do wykrywania loci kontrolujacych zmienno$é cech ilo-
sciowych o znaczeniu ekonomicznym oraz zwiazanych ze stresem, wywotanym czyn-
nikami biotycznymi lub abiotycznymi. Analiza tych informacji stwarza mozliwosé¢
zrozumienia proceséw regulacji genéw oraz funkcji produktéw genowych. Wiedza ta
ma réwniez duze znaczenie w hodowli roslin sadowniczych.

Waznym nurtem wspotczesnych badan genetycznych jest poszukiwanie zwiazku
miedzy markerem a cecha uzytkowa. Wigkszos¢ cech fenotypowych, istotnych z punktu
widzenia ekonomii, jest uwarunkowana wieloma genami z réznych loci (poligeny),
ktérych efekty sumuja si¢, powodujac nasilenie cechy. Identyfikacja genéw o duzym
efekcie fenotypowym stwarza mozliwos¢ zwigkszenia efektywnosci hodowli przez
bezposrednia selekcje materiatu hodowlanego na podstawie markerow blisko sprzezo-
nych ze zidentyfikowanym QTL, co nosi nazwe selekcji przy uzyciu markerow (MAS —
Marker-Assisted Selection). Mapowanie QTL za pomoca markerow molekularnych
i ulepszanie cech ilosciowych jest waznym celem w programach hodowli roslin.

Hodowla drzew owocowych jest trudna ze wzgledu na ich diugi okres juwenilny
i wysoki poziom heterozygotycznosci, uniemozliwiajacy catkowite dziedziczenie war-
tosciowych cech obecnych w jednym z rodzicdw. Opracowanie nowych technik wcze-
snej selekcji siewek o wartosciowych cechach stato si¢ zadaniem priorytetowym pro-
gramow hodowlanych. Rozwinigcie markeréw molekularnych sprzezonych z waznymi
cechami agronomicznymi umozliwia poprawg i przyspieszenie niektorych etapow se-
lekcji. Wczesna selekcja z wykorzystaniem technik molekularnych pozwala na doktad-
na oceng siewek o kilka lat wczesniej niz w przypadku selekcji klasycznej, prowadzonej
w warunkach polowych.

Obecnie dysponujemy wieloma mapami genetycznymi brzoskwini i innych gatun-
kéw z rodzaju Prunus. Najwazniejsza dla rodzaju Prunus jest mapa uzyskana na pod-
stawie segregacji markerow molekularnych w potomstwie otrzymanym ze skrzyzowa-
nia odmiany migdata Texas i odmiany brzoskwini Earlygold [Howad i in. 2005]. Wyko-
rzystywana jest jako mapa referencyjna w mapowaniu innych gatunkéw tego samego
rodzaju, jak réwniez stanowi szkielet mapy fizycznej i mapy transkryptomu brzoskwini
[Jung i in. 2008].

Dotychczas u réznych gatunkéw Prunus zmapowano 28 loci gtéwnych cech agro-
nomicznych i naniesiono na mape ‘Texas’ x ‘Earlygold’. U brzoskwini do niektérych
z nich nalezy biaty i zoky kolor miazszu owocu (gen Y w pierwszej grupie sprzezen)
[Bliss i in. 2002], kolor miazszu wokét pestki (gen Cs, 3 grupa sprzezen) [Yamamoto
i in. 2001], cecha odchodzenia pestki od miazszu (gen F, 4 grupa sprzgzen) [Dettori i in.
2001, Yamamoto i in. 2001], smak owocu gorzki/stodki (gen Sk(Sw), 5 grupa sprzgzen)
[Bliss i in. 2002], owtosienie skorki owocu (gen G, 5 grupa sprzezen) [Bliss i in. 2002,
Dirlewanger i in. 1998, Dirlewanger i in. 1999], ksztatt owocu (sptaszczony, okragty)
(gen S, 6 grupa sprzezen) [Dirlewanger i in. 1998, Dirlewanger i in. 1999], kolor kwiatu
(gen B, 1 i 3 grupa sprzezen) [Jauregui 1998], antocyjanowy lub z6tty kolor pylnikéw
(gen Ag, 3 grupa sprzezen) [Joobeur 1998], powtdérne kwitnienie (gen DI, 2 grupa
sprzezen) [Chaparro i in. 1994], pora kwitnienia (gen Lb, 4 grupa sprzezen) [Ballester
i in. 2001], meska sterylnos¢ (gen Ps, 6 grupa sprzezen) [Dirlewanger i in. 1998], wie-
lostupkowosé (gen Pcp, 3 grupa sprzezen) [Bliss i in. 2002], charakter wzrostu — stan-
dardowy lub kolumnowy (gen Br, 2 grupa sprzezen) [Scorza i in. 2002], wysokos¢
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drzewa — standardowe lub kartowe (gen Dw, 6 grupa sprzezen), ksztatt liscia (szeroki
lub waski) (gen NI, 6 grupa sprzezen) [Yamamoto i in. 2001], ksztatt gruczotkéw na
lisciach (nerkowaty/kulisty) (gen E, 7 grupa sprzezen) [Dettori i in. 2001]. Gtéwny gen
warunkujacy twardos¢ tupiny migdata potozony jest w drugiej grupie sprzezen [Sanc-
hez-Pérez i in. 2007]. Markery potozone blisko dwdch genéw odpornosci na matwika
korzeniowego (Heterodera radicicola) umozliwiaja selekcje odpornych podkiadek
rodzaju Prunus. Marker Ma/ma wyizolowany ze sliwy Myrobalan, zlokalizowany
w siodmej grupie sprz¢zen mapy Prunus, i marker Mi/mi odmiany brzoskwini Nemared,
zlokalizowany w drugiej grupie sprzezen tej samej mapy, postuzyty w selekcji podkia-
dek zawierajacych oba te markery w potomstwie brzoskwini, migdata i sliwy Myroba-
lan. Marker blisko sprzezony z genem warunkujacym odpornosé¢ na wirusa wywotuja-
cego ospowatosc¢ sliwy (szarke) zlokalizowany jest w pierwszej grupie sprzezen mapy
moreli [Vilanova i in. 2003]. Gen Sf, odpowiedzialny za odpornos¢ na maczniaka, znaj-
duje sie w siddmej grupie sprzezen. QTL zwiazane z pora kwitnienia, dojrzewaniem
i jakoscia owocdw wykryto u brzoskwini i jabtoni. Niektore QTL zwiazane z dziedzi-
czeniem cech jakosciowych owocdéw i pora kwitnienia zlokalizowane sa w regionach
genomu, w Kktérych wczesniej opisano gen D/d odpowiedzialny za niska kwasowosé
owocdw u brzoskwini, gen Ma/ma kodujacy kwas jabtkowy w owocach jabtoni i gen
Lb/Ib warunkujacy pore kwitnienia u migdata. U migdata QTL zwiazany z pora kwit-
nienia zidentyfikowano w czwartej grupie sprzezen [Sanchez-Pérez i in. 2007].

Pomimo ze brzoskwinia zostata uznana za rosling modelowa dla gatunkéw z rodziny
Rosaceae, w ostatnich latach obserwuje si¢ bardzo intensywny rozwoj badan genomu
jabtoni. Wiekszos¢ zidentyfikowanych markerow jest sprzezonych z cechami monoge-
nicznymi, tzn. warunkowanymi jednym genem, gtownie z odpornoscia na patogeny
i szkodniki. W przypadku jabtoni najliczniejsza grupe stanowia markery locus odporno-
sci na parcha — locus Vf. Hodowla odpornosciowa przeciwko parchowi powodowanemu
przez patogen Venturia inaequalis jest jednym z gtéwnych celéw programéw hodowla-
nych jabtoni na $wiecie. Gtéwnym zrodiem odpornosci jabtoni na parcha jest gen od-
pornosci Vf z Malus floribunda 821. Locus Vf zostat zmapowany genetycznie i fizycznie
[Koller i in. 1994, Gianfranceschi i in. 1996, Patocchi i in. 1999a, Tartarini i in. 1999,
Xu i in. 2001] oraz wyizolowany [Patocchi i in. 1999b, Xu i Korban 2002a]. W jego
regionie zidentyfikowano zestaw kandydujacych genéw odpornosci [Vinatzer i in.
2001, Xu i Korban 2002b]. Stwierdzono, ze geny te wykazuja homologi¢ do rodziny
genu odpornosci Cf i dlatego nazwano je HerVf (homologi gendw odpornosci na Clado-
sporium fulvum w regionie Vf). Udowodniono, ze przynajmniej jeden z tych genéw —
Hcrvf2 — jest odpowiedzialny za catkowita odpornos¢ na parcha w jabtoniach transfor-
mowanych [Barbieri i in. 2003, Belfanti i in. 2003]. Od czasu, kiedy odpornos¢ Vf zo-
stata przetamana przez rasy 6 i 7 V. inaequalis [Parisi i in. 1993, Bénaouf i Parisi 2000],
hodowcy jabtoni kontynuuja poszukiwanie nowych genéw odpornosci na parcha. Zna-
leziono rézne zrédia tej odpornosci, gtéwnie w azjatyckich gatunkach Malus o matych
owocach. Do zidentyfikowanych genéw odpornosci oprécz Vf z M. floribunda 821
naleza: Vr, Vh, i Vh, (zwany roéwniez Vx lub Vr)) z M. pumila R12740-7a;
Vbj z M. baccata var. jackii; Vb z ‘Hansen’s baccata #2’; Va z odmiany Antondwka
P1172623; Vm z M. micromalus 245-38 i M. atrosanguinea 804; Vg z ‘Golden Deli-
cious’; Vr, z GMAL 2473, Vd z ‘Durello di Forli’; Vj z *Jonsib’ i Vc z ‘Cathay crab’
[Williams i Dayton 1968, Williams i Kuc 1969, Lespinasse 1989, Hemmat i in. 2002,
Durel i in. 2000, Patocchi i in. 2004, Bus i in. 2005, Tartarini i in. 2004, Boudischevskaia
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i in. 2004]. Geny Vbj, Vr,, Vh;, i Vh, zmapowano w trzech réznych regionach drugiej
grupy sprzezen [Gygax i in. 2004, Patocchi i in. 2004, Bus i in. 2005]. Geny Vf, Vb i Va
zmapowano w trzech réznych regionach pierwszej grupy sprzezen [Maliepaard i in.
1998, Hemmat i in. 2003]. Gen Vg i Vd zmapowano odpowiednio w dwunastej i dzie-
siatej grupie sprzezen [Durel i in. 2000, Tartarini i in. 2004]. Stwierdzono, ze dziedzi-
czenie odpornosci na parcha jabtoni z M. micromalus 245-38 i M. atrosanguinea 804
jest kompleksowe [Shay i Hough 1952, Dayton i Williams 1970]. Nowym zidentyfiko-
wanym genem odpornosci jest gen nazwany Vh8 sprzezony z genem Vh2 (lub bedacy
jego forma alleliczna), wczesniej zidentyfikowany w siewce M. pumila o numerze
R12740-7a. Gen ten potozony jest w dolnym koncu drugiej grupy sprzezen Malus [Bus
i in. 2005].

Kilka gtéwnych genéw (Vf, Vm, Vr, Vg, Vb, Vbj i Va) pochodzacych z azjatyckich
gatunkéw Malus nadaje jabtoni rasowo-specyficzna odpornosé na parcha. Wszystkie te
odpornosci zostaty przetamane przez patogen. Istnieje zatem potrzeba znalezienia trwa-
tych zrodet odpornosci i introgresji genéw warunkujacych te odpornos¢ do nowych
odmian. Jedyna mozliwoscia jest wprowadzenie kilku zrodet odpornosci przez pirami-
dyzacje gtownych genéw lub przez potaczenie efektéw gtdwnych genéw z QTL-ami
warunkujacymi czesciowa odpornosé. Piramidyzacja gtdwnych genéw odpornosci na
parcha otrzymywana jest w wyniku krzyzowania dwédch odmian posiadajacych dwa
geny odpornosci rozniace si¢ pod wzgledem funkcji, a nastepnie selekcji roslin posiada-
jacych oba te geny z wykorzystaniem markeréw molekularnych. Zidentyfikowano
osiem QTL zwiazanych z odpornoscia lisci na parcha i dwa QTL odpornosci owocow
na parcha [Bus i in. 2005].

Inna wazna choroba jabtoni jest maczniak prawdziwy, wywotywany przez Podo-
sphaera leucotricha. Do tej pory zidentyfikowano kilka zr6det odpornosci na ten pato-
gen. Gléwne geny, ktorymi sa PI1 z Malus robusta i PI2 z Malus zumi [Knight
i Alston 1968], wykorzystano w programach hodowlanych jabtoni. Do pozostatych
genéw gtdwnych naleza: Plw z White Angel — ozdobnej odmiany jabtoni typu ,.krab”
[Gallot i in. 1985], PId z klonu D12 [Visser i Verhaegh 1979] i PImis z ‘Mildew Immu-
ne Seedling’ [Dayton 1977]. Ze wzgledu na obecnos¢ réznych ras fizjologicznych pato-
genu rozwaza sie¢ istnienie rasowo-specyficznych genéw odpornosci. Zatem uzyskanie
trwatej odpornosci na maczniaka wiaze sie z piramidyzacja genéw gtdwnych. Wczesna
ocena podatnosci na maczniaka w segregujacym potomstwie jest bardzo trudna. Dlatego
tez duzego znaczenia nabiera niezawodny system markeréw molekularnych. Stwierdzo-
no, ze gen PI1 znajduje sie w dolnej czesci dwunastej grupy sprzezen [Dunemann i in.
2007]. W regionie tym zmapowano réwniez gen gtéwny odpornosci na maczniaka Pld
[James i in. 2004], stabilny QTL odpornosci na maczniaka w klonie jabtoni U211
[Stankiewicz-Kosyl i in. 2005], gen Vg nadajacy odpornos¢ na rase 7 parcha [Durel i in.
2000] oraz gtowny gen odpornosci na parcha Vb [Erdin i in. 2006]. W wyniku poréw-
nania pozycji markeréw molekularnych na dwéch mapach genetycznych otrzymanych
przez Calenge i in. [2004] stwierdzono, ze geny PI1 i Vg moga by¢ ze soba silnie sprze-
zone. Innymi regionami genomu jabtoni, w ktorych stwierdzono zgrupowanie genow
odpornosci na parcha i na maczniaka, sa grupy sprzezen: 2, 8 i 17. W gornej czesci
drugiej grupy sprzezen znajduja sie gtéwne geny odpornosci na parcha, takie jak Vrl
[Boudichevskaja i in. 2006], Vr2 [Patocchi i in. 2004] i Vh4 [Bus i in. 2005] razem ze
stabilnym QTL odpornosci na maczniaka [Calenge i Durel 2006] i kilkoma markerami
NBS-LRR RGA [Baldi i in. 2004, Calenge i in. 2005].
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Zaraza ogniowa, powodowana przez Gram-ujemna bakteri¢ Erwinia amylovora, jest
jedna z najgrozniejszych choréb roslin nalezacych do rodziny Rosaceae. Wedtug Gar-
dener i innych [1980] odpornos¢ na zaraze ogniowa w przypadku Malus x robusta 5
i odmiany Novole Malus x sublomata moze by¢ warunkowana genami dominujacymi.
Ostatnie badania molekularne potwierdzity monogeniczne dziedziczenie odpornosci na
zaraze oghiowa u Malus x robusta 5. Wykazano, ze gtdwny QTL znajduje si¢ w trzeciej
grupie sprzezen [Peil i in. 2007]. Korban i inni [1988] udowodnili poligeniczne dziedzi-
czenie odpornosci na zaraze oghiowa wsrdd analizowanego potomstwa otrzymanego
przez skrzyzowanie odmiany jabtoni odpornej i podatnej na parcha. W wyniku ostatnich
badan molekularnych zidentyfikowano gtéwny QTL odpornosci na zaraze ogniowa
u jabtoni w siédmej grupie sprzezen mapy odmiany Fiesta oraz kilka mniejszych QTL
W grupach sprzezen 3, 12 i 13 w potomstwie ‘Fiesta’ x ‘Discovery’ i ‘Prima’ x ‘Fiesta’
[Calenge i in. 2005]. Opisane dwa typy dziedziczenia odpornosci na zaraze ogniowa
u jabtoni: monogeniczny i poligeniczny ttumaczy si¢ prawdopodobienstwem wystepo-
wania réznych mechanizméw reakcji odpornosci u jabtoni lub mozliwoscia istnienia
w obrebie locus trzeciej grupy sprzezen roznych alleli warunkujacych rézny stopien
odpornosci [Peil i in. 2007].

Po raz pierwszy odpornos¢ na mszyce jabtoniowa (Dysaphis devecta WIk.) stwier-
dzono w przypadku odmiany jabtoni Pomaranczowa Koksa [Dicker 1954]. Alston
i Briggs [1968] wykazali, ze odpornos¢ na ten patogen u odmian: Pomaranczowa Koksa,
James Grieve, Northern Spy i Ashmead’s Kernel kontrolowana jest przez pojedynczy
‘gen’ lub locus. Gen pochodzacy z odmiany Pomaranczowa Koksa odpowiedzialny za
odpornos¢ na biotypy patogenu 1 i 2 oznaczono symbolem Sd-1, natomiast gen pocho-
dzacy z Northern Spy i odpowiedzialny za odpornos¢ jedynie na biotyp 1 nazwano
Sd-2. Gen Sd-3 z Malus x robusta i M. zumi warunkuje odpornos¢ na biotyp 3 [Alston
i Briggs 1977]. Gen Sd-1 zlokalizowano w gdrnej czesci si6dmej grupy sprzezen Malus
[Cevik i King 2002]. Stwierdzono, ze geny Sd-1 i Sd-2 sa ze soba sprzezone i tym sa-
mym moga stanowi¢ rézne allele lub komponenty jednego kompleksowego locus
[Cevik i King 2002].

W celu podniesienia odpornosci podktadek jabtoni na bawetnice koréwke w pro-
gramach hodowlanych wykorzystuje si¢ geny gtéwne — Erl z odmiany Northern Spy
[Crane i in. 1936, Knight i in. 1962] i gen Er2 z odmiany Robusta 5 [King i in. 1991,
Alston i in. 2000]. Rezultatem ostatnich badan jest identyfikacja genu gtéwnego Er3
w odmianie Atoea 1 Malus sieboldii [Bus i in. 2002]. Ustalono, ze markery molekularne
sprzezone z genami Erl i Er3 znajduja si¢ w 6smej grupie sprzezen jabtoni. Gen Er2
zlokalizowano w siedemnastej grupie sprzezen ‘Robusta 5’ [Bus i in. 2007]. Chociaz
geny Erl i Er3 znajduja sie w tym samym regionie genomu, to fakt, ze jedynie odpor-
nos¢ warunkowana genem Erl zostata przetamana przez jeden z biotypow bawetnicy
koréwki [Sandanayaka i in. 2003], wskazuje, ze sa to geny rozne, ale silnie sprzezone
lub tez allele o réznej funkcji w obrebie tego samego locus. W tym samym regionie
0smej grupy sprzezen oprdcz juz wspomnianych genéw Erl i Er3 zmapowano locus
odpornosci na maczniaka w odmianie Discovery [Calenge i in. 2005] oraz gtéwny gen
odpornosci ha maczniaka prawdziwego jabtoni Pl-w [Evans i James 2003]. W ésmej
grupie sprzezen znajduja sie réwniez dalej potozone od gendéw Er: gen Vfh odpowie-
dzialny za odpornos¢ na parcha i gen Dp-fl odpowiedzialny za odporno$¢ na mszyce
jabtoniowa [Durel 2006]. Z uwagi na wystepowanie tak wielu genéw odpornosci i ich
grupowanie si¢ na jednym chromosomie uzasadnione jest kompletne zsekwencjonowanie
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chromosomu 8 i sklonowanie potozonych na nim pieciu gendw odpornosci [Bus
iin. 2007].

Kolumnowy pokréj drzewa charakteryzujacy sie ostabionym wzrostem, nielicznymi
rozgatezieniami bocznymi, duzg liczba krétkopedow i skroconymi migdzywezlami jest
jedna z wazniejszych gospodarczo cech roslin drzewiastych. Drzewa w formie waskie-
go wrzeciona nie sa juz sadzone w sadach towarowych. Ta forma korony jest jednak
polecana dla drzew zapylaczy sadzonych miedzy drzewami odmian produkcyjnych.
Gen Co z odmiany Mclntosh Wijcik [Lapins i Watkins 1973], decydujacy o kolumno-
wym pokroju drzewa, zmapowano w dziesiatej grupie sprzezen jabtoni [Fernandez-
-Fernéndez i in. 2008].

Cecha czerwonego zabarwienia tkanek rosliny, wynikajaca z systemicznej obecno-
sci antocyjanin, pochodzi z gatunku Malus pumila var. niedzwetzkyana [Lewis i Crane
1938] i zostata przypisana genowi Rt [Alston i Watkins 1975]. Gen ten zlokalizowano
w dziewiatej grupie sprzezen na mapie ‘Fiesta’ (M. pumila) x ‘“Totem’ (miedzygatun-
kowy mieszaniec Malus). Genotypy bedace homozygota recesywna pod wzgledem
genu Rt posiadaja zielono wybarwione tkanki, natomiast tkanki heterozygot wybarwiaja
sie na czerwono [Fernandez-Fernandez i in. 2008].

Zidentyfikowano kilka markeréw umozliwiajacych selekcje siewek o okreslonej ja-
kosci owocdw, np. o owocach kwasnych (gen Ma) [Visser i Verhaegh 1978] i o czer-
wonym lub zéttym kolorze skorki (gen Rf) [Cheng i in. 1996, Melounovd i in. 2005].
Gen Ma zmapowano w dolnej czesci szesnastej grupy sprzezen, zas gen Rf w dziewiatej
grupie sprze¢zen [Maliepaard i in. 1998]. Badania przyczyniajace si¢ do zrozumienia
kompleksowej genetycznej kontroli dojrzewania owocdw maja duze znaczenie w prze-
chowalnictwie. Gen receptora etylenu ETR1 kontrolujacy dojrzewanie owocéw zmapo-
wano w pietnastej grupie sprzezen [Fernandez-Fernandez i in. 2008]. Inne dwa geny,
ACO1 i ACS1, zwiazane z metabolizmem tego hormonu, zmapowano w 10 i 15 grupie
sprzezen [Costa i in. 2005].

W badaniach nad dziedziczeniem barwy miazszu jabtek Alston i Watkins [1975] ob-
serwowali dominacje zOto-kremowego wybarwienia nad zielonym. Fernandez-
-Fernandez i in. [2008] zmapowali gen Gfc w dziewiatej grupie sprzezen, zaktadajac, ze
zielone wybarwienie miazszu jest cecha dominujaca.

Aktualne prace hodowlane, prowadzone z wykorzystaniem technik molekularnych,
maja ha celu uzyskanie odmian jabtoni o owocach z duza zawartoscia antocyjanéw
warunkujacych czerwone zabarwienie miazszu az do gniazda nasiennego. Zidentyfiko-
wano locus Rni, gtdwnego determinanta czerwonego zabarwienia lisci i czerwonego
koloru miazszu jabtek. Wykazano, ze regulatorowy gen kandydujacy MdMYB10,
odpowiedzialny za biosynteze antocyjanéw, kosegreguje z locus Rni i znajduje sie
w dziewiatej grupie sprzezen genomu jabtoni [Chatne i in. 2007].

Jedna z cech agronomicznych ostatnio badanych z wykorzystaniem metod moleku-
larnych w programach hodowlanych migdata, moreli, czeresni, gruszy i jabtoni jest
samoniezgodnos¢ gametofityczna. Zjawisko to warunkowane jest wysoce polimorficz-
nym locus S z seria alleli wielokrotnych. Znajomos¢ alleli S jest niezbedna przy projek-
towaniu sadéw i doborze odmian wzajemnie zapylajacych sig, jak rowniez przy wyborze
odpowiednich strategii hodowlanych w celu unikniecia krzyzowan sterylnych. Ocena
fenotypowa krzyzowalnosci odmian jest utrudniona, poniewaz maja na nia wplyw
zarébwno czynniki srodowiskowe, jak i fizjologiczne. U Prunus locus S zmapowano
w dolnej czesci szdstej grupy sprzezen. Locus S u jabtoni i gruszy, ktore naleza do pod-
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rodziny Pomoideae, jest ewolucyjnie konserwowany i znajduje sie w gornej czesci
grupy siedemnastej [Maliepaard i in. 1998, Yamamoto i in. 2007]. Jednym z ostatnio
zidentyfikowanych alleli S jest allel oznaczony jako S-kb, obecny w polskiej odmianie
Odra, 0 numerze akcesyjnym EU178108. W wyniku poréwnania jego sekwencji z in-
nymi allelami genu S stwierdzono wysokie podobienstwo allela S-kb do allela jarzabu
(Sorbus aucuparia) [Bokszczanin i in. 2007]. Wyniki tych badan pozwola na analize
filogenetyczna wspomnianych gatunkow.
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THE PRESENT STAGE OF KNOWLEDGE ON GENETICS
OF MORE IMPORTANT FRUIT PLANTS AND APPLICATION
OF THIS KNOWLEDGE IN THE PRACTICE

Abstract. Last years brought very fast development of molecular studies in fruit plants.
Peach, because of its relatively small genome became a model plant for such studies. Ge-
nome maps, constructed on the base of molecular markers became in the last decade one
of the main tools for studies of quantitative traits. Mapping of QTLs with molecular mar-
kers and improvement of quantitative traits is very important goal in plant breeding pro-
grammes. For fruit plants, especially for fruit trees elaboration of new, molecular tech-
niques of early selection of seedlings that posses valuable traits became priority task of
breeding programms. Such techniques enable selection several years earlier than in the
case of classical selection in the field.
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BIOSYNTEZA WYBRANYCH ENZYMOW LITYCZNYCH
W PODLOZU ZAWIERAJACYM ODPADOWE KACZANY
KUKURYDZIANE PRZEZ GRZYBY STRZEPKOWE

Z RODZAJU TRICHODERMA

Anna Kancelista, Danuta Witkowska
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W pracy badano dwa szczepy grzybow strzepkowych z rodzaju Trichoderma
w kierunku syntezy zewnatrzkomérkowych enzyméw celulo- i ksylanolitycznych. W tym
celu prowadzono hodowle wstrzasane z udziatem badanych mikroorganizméw w podtozu
Mandelsa-Sternburga, gdzie gtownym zrodiem wegla byty odpadowe kaczany kukury-
dziane. Hodowle prowadzono przez 14 dni, a w otrzymanych ptynach pohodowlanych
mierzono aktywnos$¢ FP-az, CMC-az i ksylanaz oraz poziom pH. Aktywnos¢ badanych
hydrolaz byta uzalezniona od ilosci glukozy stanowiacej dodatkowe zrodto wegla oraz od
stezenia jondw wodorowych, a maksimum ich syntezy przypadato na 10-14 dobg hodowli.
Stwierdzono takze, ze poziom ksylanaz kilkakrotnie przewyzszat aktywnos¢ pozostatych
enzymow, a najwyzsza ich aktywnos¢ syntetyzowanych przez T. harzianum T33 wyniosta
72,2 nKat-cm™,

Stowa kluczowe: odpady lighinocelulozowe, kaczany kukurydziane, celulazy, ksylanazy,
Trichoderma

WSTEP

Odpady ligninocelulozowe, m.in. takie jak kaczany kukurydziane, stanowia duza
ilos¢ produktdw ubocznych, jakie sa generowane przez zaktady spozywcze. Z tego
samego powodu takze przemyst widkienniczy, papierniczy i rolnictwo powoduja zagro-
zenie dla srodowiska naturalnego. Biorac jednak pod uwage fakt, ze biomasa ligninoce-
lulozowa jest surowcem odnawialnym, odpady te stanowi¢ moga potencjalne surowce
wyjsciowe w produkcji wielu pozadanych produktéw. W zwiazku z tym, w ostatnich
dziesigcioleciach znacznie wzrosto zainteresowanie odpadami ligninocelulozowymi,
przede wszystkim ze wzgledu na ochrone srodowiska, i wykorzystuje sie je jako tanie
i niezagospodarowane zrodto wegla i energii.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Anna Kancelista, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Norwida 25, 50-375
Wroctaw, e-mail: a_kancelista@op.pl
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Ligninoceluloza jest zbudowana z dwdch polisacharydéw (celuloza i ksylan) oraz
ligniny. Drobnoustroje celulolityczne produkujace kompleks celulaz odpowiedzialne sa
za hydrolizg celulozy. Proces celulolizy jest ztozony i przebiega z udziatem kilku en-
zymow: celulazy (EC 3.2.1.4), egzo-p-1,4-glukanazy (EC 3.2.1.91, EC 3.2.1.74) oraz
B-glukozydazy (3.2.1.21) [Russel i in. 2005]. Enzymy te znajduja zastosowanie przede
wszystkim w przemysle spozywczym i jako enzymy paszowe, a produkowane sa gtow-
nie przez grzyby strzepkowe z rodzaju Trichoderma [Wen i in. 2005, Velkovska i in.
1997]. Najwazniejszym zastosowaniem enzyméw ksylanolitycznych jest hydroliza
substratow hemicelulozowych do cukrow prostych, ksylobiozy, ksylotriozy, a takze
kwas6w uronowych. Produkty te moga by¢ dalej wykorzystywane w produkcji ksylitolu,
etanolu, tréjgliceréw, a w ostatnich latach prowadzone sa takze préby wykorzystania
enzymow ksylanolitycznych w procesie wybielania pulpy drzewnej [Janas i in. 2002].
Enzymatyczny rozktad ligniny jest procesem dalece skomplikowanym i nadal nie do
konca poznanym. Grzyby, w zaleznosci od uzdolnien do biosyntezy okreslonych enzy-
moéw, moga rozktada¢ wybioérczo lignine badz celuloze, albo w réznych proporcjach
réwnoczesnie oba te zwiazki. W$roéd mikroorganizméw zdolnych do hydrolizy ligniny
wyrdzniamy grzyby tzw. biatego, brunatnego i szarego rozktadu [Goérska i in. 2006],
a produkowane przez nie lakazy i peroksydazy to gtdwne enzymy lignolityczne, biorace
udziat w rozkfadzie tej najbardziej opornej frakcji.

W niniejszej pracy podjeto probe oceny stopnia biosyntezy wybranych pozakomér-
kowych enzymow litycznych przez dwa szczepy z rodzaju Trichoderma. Celem prezen-
towanych badan byto okreslenie, w jakim stopniu badane drobnoustroje sa zdolne do
wykorzystania odpadowych kaczanéw kukurydzianych jako zrodta wegla do produkcji
celulaz i ksylanaz.

MATERIALY | METODY

Materiat badawczy

Badaniom poddano dwa szczepy grzybéw strzepkowych Trichoderma hamatum C-1
i T. harzianum T33, pochodzace z kolekcji wkasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobio-
logii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Szczepy przechowywano
na skosach PDA (Difco) w temp. 4°C.

Metody prowadzenia hodowli

Hodowle wstrzasane prowadzono w kolbach o poj. 500 cm? zawierajacych 100 cm?
podioza Mandelsa-Sternburga [Shah i Madamwar 2005] o skiadzie: proteose-pepton
1.0 g-dm?® (NH,),SO, 1.4 g-dm® KH,PO, 2.0 g-dm® mocznik 0.3 g-dm?, CaCl,
0.3 g-dm™, MgSO,*7H.0 0.3 g-dm™, FeSO,*7H,0 5.0 mg-dm*, MnSO,*H,0 1.6 mg-dm™,
ZnSO,*7H,0 1.4 mg-dm?, CoCl, 2.0 mg-dm™, Tween 80 0,1% (Vv/v); pH 5.0. Zrédto
wegla, a zarazem induktor badanych enzymdw, stanowity rozdrobnione odpadowe
kaczany kukurydziane (2%) pochodzace z zaktadu przemystu spozywczego. Wszystkie
hodowle prowadzono w czterech wariantach: bez dodatku glukozy (0% G), 0,25% glu-
kozy (0,25% G), 0,5% glukozy (0,5% G), 0,75% glukozy (0,75% G), w dwdch powtd-
rzeniach. Tak przygotowane podioze sterylizowano dwukrotnie w temp. 121°C przez
30 min, a nastepnie zaszczepiano 1 cm® zawiesiny zarodnikow uzyskanej w wyniku
zmywu ze skosu 0.1% roztworem Tween 80. Hodowle prowadzono przez 14 dni
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w temperaturze ~28°C na wstrzasarce rotacyjnej (170 obr.-min™). Préby (5cm®) pobie-
rano w 3, 5, 7, 10, 12, 14 dobie hodowli, a nastgpnie odwirowywano w wiréwce firmy
Sigma typ 3-16K przez 30 min przy 5500 obr..min. W otrzymanym supernatancie
oznaczono 0g6lna aktywnos¢ enzymoéw scukrzajacych celuloze (FP-azy), aktywnosé
karboksymetylocelulazy (CMC-azy) oraz aktywnos¢ ksylanaz, a takze mierzono po-
ziom pH w dniu pobierania prob.

Oznaczenia analityczne

Ogélna aktywnosé¢ celulolityczna (Filter Paper Activity) oznaczano metoda Man-
dels’a [Mandels i in. 1976]. Paski bibuty filtracyjnej Whatman No. 1 (0.5 cm x 6 cm)
umieszczano w probéwkach i dodawano 0,25 cm® 0,05 M buforu octanowego o pH 4.8
i 0.25 cm® odpowiednio rozcienczonego ptynu pohodowlanego. Préby inkubowano
przez 60 min w temp. 50°C. Aktywnos¢ karboksymetylocelulazy oznaczano wobec 1%
CMCNa (s6l sodowa karboksymetylocelulozy) [Mandels i in. 1976]. 0.25 cm? substratu
i 0.25 cm® odpowiednio rozcienczonego ptynu pohodowlanego umieszczano w prob6w-
kach i inkubowano przez 30 min w temp. 50°C. W obu przypadkach reakcje przerywa-
no przy uzyciu 1,5 cm® odczynnika DNS, a nastepnie oznaczono ilos¢ uwolnionych
cukréw redukujacych metoda kolorymetryczna [Miller 1959]. Analogicznie wykonano
préby kontrolne, przy czym roztwor badanego enzymu wprowadzono po dodaniu od-
czynnika DNS.

Do oznaczenia aktywnosci ksylanolitycznej uzyto 1-procentowego roztworu ksylanu
z brzozy (Sigma) jako substratu [Deschamps i Huet 1985]. Mieszanineg reakcyjna
(0.25 cm® substratu i 0.25 cm? rozcienczonego enzymu) inkubowano w temp. 50°C
przez 30 min, a uwolnione cukry redukujace oznaczano ilosciowo metoda koloryme-
tryczna przy uzyciu odczynnika zawierajacego kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS) [Mil-
ler 1959]. Réwnoczesnie wykonano préby kontrolne.

Za jednostke aktywnosci [nKat-cm™] przyjeto ilos¢ nmoli cukréw redukujacych uwal-
nianych z substratu podczas 1 s przez enzymy zawarte w 1 cm?® ptynu pohodowlanego.

OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW

W prezentowanej pracy badano dwa szczepy grzybow strzepkowych z rodzaju
Trichoderma w kierunku syntezy wybranych zewnatrzkomérkowych enzyméw litycz-
nych. Gtéwnym czynnikiem réznicujacym ich wytwarzanie byt sktad podtoza hodowla-
nego, a doktadnie poziom glukozy jako dodatkowego zrédia wegla, przy czym gtéwne
zrédto wegla stanowity rozdrobnione kaczany kukurydziane (2%). Oba szczepy synte-
tyzowaty wigksza ilos¢ ksylanaz w poréwnaniu do pozostatych enzyméw, przy czym
produkcja FP-az byla najnizsza. Poszczeg6lne szczepy uwalniaty celulazy, FP-azy
i ksylanazy przez caly czas trwania hodowli z obserwowana tendencja wzrostowa,
a najwyzsze ich wartosci odnotowano w 10, 12 lub 14 dobie, w zaleznosci od badanego
szczepu i wytwarzanego enzymu (rys. 1, 2, 3).

Biorac pod uwage mikroorganizmy wykorzystane w niniejszym doswiadczeniu,
najwieksze zréznicowanie w otrzymanych wynikach zaobserwowano w produkcji
FP-az, tj. og6lnych enzymoéw scukrzajacych celuloze (rys. 1). W ptynach pohodowla-
nych szczepu T. hamatum C-1 zmierzono wyzsze aktywnosci FP-az, przy czym miesci-
ly si¢ one w zakresie od 5,08 nKat.cm™ do 8,77 nKat.cm™ (odpowiednio 0,5% i 0%
glukozy w podtozu). W przypadku obu szczepow stwierdzono takze, ze glukoza jako
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dodatkowe zrodto wegla negatywnie wplyneta na synteze tych enzymdéw. W swoich
badaniach Domingues i in. [2001] podjeli probe oceny stopnia syntezy FP-az podczas
hodowli zmutowanego szczepu Trichoderma reesel Rut-C30 w podtozu minimalnym
z dodatkiem glukozy (30 g-dm™). Autorzy wykazali, ze po 96 h hodowli ogélna aktyw-
nos¢ enzyméw scukrzajacych celuloze byta na poziomie 0,9 U.cm® co odpowiada
~ 15 nKat.cm™. Z kolei Bollok i Reczey [2000] w przeprowadzonym doswiadczeniu
z udziatem T. viride OKI B1 wykorzystali odpady papierowe jako substrat do produkcji
enzymow. Okazato sie, ze szczep ten uwalnial FP-azy poczawszy od pierwszej doby
hodowli, przy czym najwyzsza ich aktywnos¢ autorzy odnotowali w 3 dobie hodowli
(0,59 U-cm™ ~ 9,8 nKat-cm™), a nastepnie aktywnosé si¢ zmniejszata. Poréwnanie wy-
nikéw wiasnych z doniesieniami w literaturze pozwala stwierdzi¢, ze synteza FP-az
w obrebie grzybow z rodzaju Trichoderma jest bardzo zréznicowana. Nalezy jednak
zwrdci¢ uwage takze na fakt, iz szczep wykorzystywany przez Domingues’a i in. [2001]
jest szczepem zmutowanym.

10

Aktywno$é FPaz [nKat*cm 3]
FPase activity [nKat*cm 3]

0% G 0,25% G 0,5% G 0,75% G

B i choderma hamatum C-1 Trichoderma harzianum T33

Rys. 1. Poréwnanie najwyzszych aktywnosci celulaz (FP-az) podczas hodowli wstrzasanej
Fig. 1. The comparision of the highest cellulase (FPase) activity in submerged culture

Aby dokladniej pozna¢ uzdolnienia badanych szczepéw w kierunku syntezy poza-
komérkowych hydrolaz, w dalszej czesci badan okreslono ich zdolno$¢ do syntezy
innych enzyméw celulolitycznych — endo-f-1,4-glukanaz. Podobnie jak w poprzednim
przypadku efektywniejszym producentem tych enzymoéw okazat si¢ szczep T. hamatum
C-1 (rys. 2), a zmierzona wobec karboksymetylocelulozy aktywnos¢ miescita sie
w zakresie od 14,24 nKat-cm™®do 17,79 nKat-cm™. Z danych znanych z literatury wyni-
ka, ze nie tylko grzyby strzepkowe z rodzaju Trichoderma sa zdolne do syntezy enzy-
moéw celulolitycznych w podiozach zawierajacych odpady z przemystu spozywczego
i rolniczego. Gérska i in. [2006] zbadali zdolnos¢ do syntezy tych enzymow przez grzyb
Trametes versicolor, nalezacy do klasy Basidiomycetes i zaliczany do grzybow ,,biatego
rozktadu”. Zamiast rozpuszczalnego zrodia wegla autorzy zastosowali zmielona i pocieta
stome pszenzyta, a otrzymane wyniki nie wykazaty istotnych roznic ze wzgledu na
sposob rozdrobnienia w przypadku hodowli wstrzasanych. Wyzsze aktywnosci CMC-azy
autorzy zmierzyli natomiast w ptynach pohodowlanych otrzymanych w wyniku hodowli
stacjonarnej — 120 mU-cm™ i 37 mU-cm™®, odpowiednio dla stomy pocietej i zmielone;.
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Aktywnoéé CMCaz [nKat*cm 3]
CMCase activity [nKat*cm <]

0% G 0,25% G 0,5% G 0,75% G

] Trichoderma hamatum C-1 Trichoderma harzianum T33

Rys. 2. Poréwnanie najwyzszych aktywnosci karboksymetylocelulazy (CMC-azy) podczas
hodowli wstrzasanej

Fig. 2. The comparision of the highest carboxymethylocellulase (CMCase) activity in submerged
culture

W ostatnich latach coraz wigksze zainteresowanie wzbudza problem zagospodaro-
wania odpadéw przemystowych, takich jak rozdrobnione kolby kukurydzy. Abd
El-Nasser i in. [1997] donosza, iz grzyby Phanerochaete chrysosporium NRRL 6359 sa
zdolne do syntezy CMC-az na poziomie 12 U-cm™ po uptywie 48 h w podiozu zawiera-
jacym rozdrobnione kolby kukurydzy. Autorzy zbadali takze wptyw dodatku glukozy
(0,2%) na synteze enzyméw. W hodowlach, gdzie substrat stanowity stoma pszenna
i oczyszczona trzcina cukrowa, poziom badanych CMC-az obnizyt sig, natomiast doda-
tek ten nie miat wptywu na aktywnos$é enzyméw indukowanych obecnoscia rozdrob-
nionych kolb kukurydzy. Z kolei, w badaniach wkasnych zauwazono negatywny wptyw
wzrastajacego stezenia glukozy w przypadku endoglukanaz syntetyzowanych przez
grzyby strzepkowe T. harzianum T33, co mozna ttumaczy¢ obecnoscia tatwiej dostep-
nego zrodta wegla, ktére hamuje zdolnos$¢ badanego drobnoustroju do syntezy pozada-
nych enzyméw celulolitycznych. Dodatek glukozy nie miat natomiast istotnego wptywu
na CMC-azy produkowane przez szczep T. hamatum C-1 (rys. 2), gdzie poziom aktyw-
nosci zmierzony w otrzymanych ptynach pohodowlanych byt podobny, gdy w podiozu
nie byto glukozy lub zastosowano jej dodatek w wysokosci 0,75% (odpowiednio
17,79 nKat-cm®i 16,07 nKat-cm®).

Biomasa ligninocelulozowa jest odnawialnym surowcem wystepujacym w ogrom-
nych ilosciach na kuli ziemskiej, wliczajac w to takze odpady zawierajace ligninocelu-
loze. W niniejszym doswiadczeniu podjeto prébe syntezy enzymdw celulolitycznych
i ksylanolitycznych, wykorzystujac zalegajace odpady jako zrédto wegla. Powyzej
zostala omowiona synteza enzyméw degradujacych celuloze, podstawowy polimer
wystepujacy w naszym srodowisku. Obok celulozy wchodza w skfad omawianych od-
padéw takze hemicelulozy, drugie po celulozie odnawialne polisacharydy, ktére che-
micznie stanowia ztozone wielocukry. W zaleznosci od zrédta, obok mannandw i glu-
kanéw, gtéwna grupe hemiceluloz stanowia ksylany (6-90%), kt6érych tancuchy stano-
wig jednostki D-ksylanopiranozowe potaczone gtéwnie wiazaniami $-1,4 lub R-1,3,
a niezbedne w procesie hydrolizy hemiceluloz do cukréw prostych sa enzymy ksylano-
lityczne [Janas i in. 2002].

Biotechnologia 7(1) 2008
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Szczepy T. hamatum C-1 i T. harzianum T33 wykorzystane w badaniach wiasnych byty
bardziej efektywne w syntezie ksylanaz w pordwnaniu do pozostatych enzyméw, przy
czym szczep T33 produkowat ich najwigcej w 14 dobie hodowli w podtozu nie zawiera-
jacym glukozy (rys. 3). Podobnie jak w przypadku oméwionych wczesniej enzymow
celulolitycznych synteza ksylanaz byta réwniez uwarunkowana dodatkiem glukozy.
Zauwazono, ze im wigcej glukozy dodano do podtoza, tym aktywnos¢ badanych enzy-
mow byla nizsza, jednakze w przypadku szczepu T. hamatum C-1 rdznice te okazaty sie
nieznaczne, a zmierzona aktywnos¢ byta na poziomie od 58,92 nKat-cm™ do 67,05
nKat.cm®. Woczeéniejsze badania wiasne dotyczace syntezy celulaz i ksylanaz
w podtozu zawierajacym inny ligninocelulozowy materiat odpadowy ukazuja inna za-
leznos¢. Badania prowadzono z udziatem szczep6w T. reesel 7-1, Aspergillus niger XP
i A. niger 270 i udowodniono, ze nizsze aktywnosci ksylanaz istnieja w podtozach bez
dodatku glukozy oraz tam gdzie jej dodatek byt najwickszy, tj. 0,75%, co wskazuje na
optymalny poziom glukozy w podtozu na poziomie 0,25% i 0,5% [Kancelista i Wit-
kowska 2006]. Przeprowadzone badania wiasne pozwalaja wywnioskowac, ze wplyw
fatwo dostepnego zrodta wegla, jakim byta glukoza, na synteze pozadanych enzymoéw
zalezy przede wszystkim od rodzaju substratu, jaki byt stosowany w hodowli, a takze od
szczepu grzybow strzgpkowych bioracych udziat w biosyntezie. Powszechnie wiadomo,
ze jednym z najefektywniejszych induktoréw ksylanaz jest ksylan. Janas i in. [2002]
wykazali kilkakrotny wzrost poziomu aktywnosci ksylanolitycznej w podtozu zawiera-
jacym ksylan z brzozy jako jedyne zrédto wegla w poréwnaniu do hodowli prowadzo-
nej w obecnosci 1% laktozy. Mutant T. reesel M-7 obecny w podtozu z ksylanem synte-
tyzowat ksylanazy na poziomie 405,5 U-cm™, natomiast w ptynie pohodowlanym
otrzymanym w wyniku hodowli z laktoza zmierzona aktywnos¢ byla blisko 9-krotnie
nizsza (44,75 U-cm™).

Aktywnosé ksylanaz [nKat*cm 2]
Xylanase activity [nKat*cm ]

0% G 0,25% G 0,5% G 0,75% G

] Trichoderma hamatum C-1 Trichoderma harzianum T33

Rys. 3. Poréwnanie najwyzszych aktywnosci ksylanaz podczas hodowli wstrzasanej
Fig. 3. The comparision of the highest xylanases activity in submerged culture

Biosynteza wszystkich enzyméw, w tym takze celulo- i ksylanolitycznych, zalezna
jest od warunkéw hodowli, takich jak odpowiedni sktad podioza hodowlanego, opty-
malne pH i temperatura hodowli czy tez obecnos¢ specyficznych induktorow. Ponizsze
doswiadczenie prowadzono bez korekty pH podtoza, a poziom jonéw wodorowych
mierzono szes$¢ razy w trakcie hodowli trwajacej 14 d6b. Zauwazono, ze wyzszy dodatek
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glukozy powodowat obnizenie pH w trakcie trwania hodowli wstrzasanej (rys. 4),
co prawdopodobnie miato bezposredni wptyw na synteze badanych enzymaéw.

Analizujac ponizsze wykresy (rys. 4), warto zwr6ci¢ uwage na zalezno$é wystepuja-
ca w przypadku obu badanych szczepow grzybow strzepkowych. W hodowlach z do-
datkiem glukozy 0,25% i 0,5% stezenie jonéw wodorowych wzrasta w 3 dobie, a na-
stepnie spada — odwrotnie w przypadku pozostatych hodowli. Nawiazujac do zmierzo-
nych aktywnosci, najefektywniejsza synteza badanych enzyméw przypadata na 10-12
dobe hodowli, co odpowiada pH w zakresie 4,5-5,0. Jednoznacznie mozna stwierdzi¢,
ze stezenie jondw wodorowych ponizej i powyzej tej wartosci nie sprzyja wydajnej
syntezie FP-az, CMC-az oraz ksylanaz.

8,00

7,00 4
6,00 A
A 5,00
400 A ———
3,00 1
2,00 A
1,00
0,00 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
czas trwania hodowli [doba]
cultivation time [day]
8,00
7,00
B 6,00 1

5,00
T 4,00
3,00
2,00
1,00 ]
0,00

0 2 4 6 8 10 12 14 16
czas trwania hodowli [doba]
cultivation time [day]

Rys. 4. Zmiana pH ptynu pohodowlanego uzyskanego w wyniku hodowli wstrzasanej szczepu:
A. T. hamatum C-1, B. T. harZianum T33. (¢) 0%G, (m) 0,25%G, (A ) 0,5%G, (e) 0,75%G

Fig. 4. pH changes of the culture supernatant fluid in submerged culture of: A. T. hamatum C-1,
B. T. harzianum T33. (¢) 0%G, (m) 0,25%G, (A) 0,5%G, (e) 0,75%G

Uzyskane w powyzszych badaniach surowe preparaty enzymatyczne wykorzystane
zostana w procesie bezposredniej hydrolizy odpadowej biomasy ligninocelulozowej, co
pozwoli na opracowanie efektywnej metody biodegradacji uciazliwych dla przemystu
spozywczego odpadow ligninocelulozowych. Wyniki uzyskane w prezentowanej pracy
stanowia podstawe do dalszych badan majacych na celu modyfikacje i udoskonalenie
metod bezposredniej biodegradacji, a jej intensyfikacja moze dotyczy¢ zaréwno mody-
fikacji enzymow, jak i samych substratéw ligninocelulozowych.

Biotechnologia 7(1) 2008
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WNIOSKI

1. Szczepy Trichoderma harzianum T33 oraz T. hamatum C-1 sa zdolne do syn-
tezy pozakomdrkowych enzyméw litycznych, ktdre moga stanowi¢ surowy preparat
enzymatyczny przydatny w procesach bezposredniej hydrolizy odpadéw ligninocelulo-
zowych.

2. Obecnos¢ odpadowych kaczanéw kukurydzianych jako jedynego zrédia wegla
w podtozu korzystnie wptyneta na synteze FP-az, CMC-az i ksylanaz.

3. Badane szczepy grzybow strzepkowych charakteryzowaty sie efektywniejsza
synteza ksylanaz w poréwnaniu do celulaz.

4. pH podtoza hodowlanego miato istotny wptyw na produkcje zewnatrzkomor-
kowych celulaz i ksylanaz.
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BIOSYNTHESIS OF SOME LYTIC ENZYMES
IN MEDIUM CONTAINING WASTE CORN COBS
BY FILAMENTOUS FUNGI FROM TRICHODERMA GENUS

Abstract. In this paper strains of filamentous fungi from Trichoderma genus for their
ability to extracellular cellulases and xylanases biosynthesis were examined. Two strains
were cultivated in liquid Mandels-Sternburg medium in presence of waste corn cobs as
a main carbon source. The submerged cultures were carried out for 14 days and FPase,
CMCase, xylanase activities and pH level were determined. The maximum synthesis of
some hydrolases was observed in 10-14 days and their activities were depended on glucose
(supplementary soluble carbon source) and pH. The xylanases biosynthesis was the highest
and T. harzianum T33 strain produced maximum xylaneses activity (72,2 nKat-cm™®).

Key words: lignocellulosic wastes, corn cobs, cellulases, xylanases, Trichoderma
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CHARAKTERYSTYKA PROCESU BIOSYNTEZY
KWASU CYTRYNOWEGO I POLIOLI

Z GLICEROLU I GLUKOZY PRZEZ DROZDZE
YARROWIA LIPOLYTICA

Anita Rywinska, Adam Skrzypinski, Piotr Juszczyk,
Tomasz Boruczkowski, Waldemar Rymowicz

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Porownano parametry kinetyki wzrostu oraz efektywnos$ci biosyntezy kwasu
cytrynowego przez szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia K1 z czystego glicerolu, glice-
rolu odpadowego, glukozy oraz mieszaniny glicerolu i glukozy w hodowlach okreso-
wych. Stosowano dwa rodzaje mieszanin, jedna z czystym glicerolem, a druga z odpado-
wym.

Najwyzsza wydajnos$é wzrostu (Yxs=0,6 g'g’!) stwierdzono w obecnosci glukozy jako
zrodla wegla. W hodowli z czystym glicerolem uzyskano natomiast najwyzsze stgzenie
(37,5 g-dm™) i wydajnosé kwasu cytrynowego (Y'c4=0,37 g-g™).

We wszystkich procesach hodowlanych tworzone byty alkohole cukrowe, takie jak ery-
trytol i mannitol. Najwigcej tych polioli otrzymano w hodowli z czystym glicerolem, od-
powiednio 19,3 g-dm™ i 10,1 g-dm™.

Stowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, kwas cytrynowy, erytrytol, mannitol, glicerol, glukoza

WSTEP

Kwas cytrynowy (CA) zajmuje pierwsza pozycj¢ sposrod kwasow organicznych pod

wzgledem wielkosci produkcji na drodze mikrobiologicznej. Swiatowa produkcja wynosi
obecnie okoto 1,4 mln t [Soccoll i in. 2006]. Chociaz glownym mikroorganizmem sto-
sowanym w skali przemystowej do biosyntezy CA sa grzyby strzgpkowe Aspergillus niger,

Badania realizowane w ramach Grantu KBN 2P06T 044 33 9 (2006-2009).

Adres do korespondencji — Corresponding author: Anita Rywinska, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnos$ci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. C.K. Norwida 25,

50-375 Wroctaw, e-mail: anita.rywinska@up.wroc.pl
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wiele uwagi, zwlaszcza w ostatnich latach, po§wigca si¢ wykorzystaniu w tej dziedzinie
drozdzy Yarrowia lipolytica [Anastassiadis i Rhem 2005, Finogenova i in. 2005, Pazouki
i Panda 1998]. Jednym z podstawowych aspektow przemawiajacych za stosowaniem
drozdzy jest ich zdolno$¢ do wykorzystywania w charakterze zrodta wegla szerokiej
gamy surowcOw, zwlaszcza niekonwencjonalnych. Jak wiadomo, uzywanie w proce-
sach biotechnologicznych tanich odnawialnych surowcow pozwala na znaczne obnize-
nie kosztow produkcji [Arzumanov i in. 2000, Crolla i Kennedy 2001, Kamzolova i in.
2005, Papanikolaou i in. 2002, Wojtatowicz i in. 1991, Venter i in. 2004]. W ostatnich
latach, wraz z rozwojem produkcji biopaliw (biodiesla), atrakcyjnym i tanim surowcem
stosowanym w procesach biotechnologicznych jest gliceryna. Szacuje sig, ze pod ko-
niec 2010 r. na rynku europejskim bgdzie dostgpnych okoto 1 min ton gliceryny, ktora
zagospodaruje si¢ roznymi metodami, w tym takze metodami biotechnologicznymi.
Jednak przetwarzanie glicerolu w uzyteczne produkty w procesach biotechnologicznych
znajduje si¢ dopiero w fazie badan laboratoryjnych. Odpadowa gliceryna zostata wyko-
rzystana szczeg6lnie w procesach beztlenowych, m.in. do produkcji: 1,3 propanediolu,
dihydroksyacetonu, kwasu bursztynowego i wodoru [Pachauri i He 2006]. W nielicz-
nych pracach pokazano réwniez mozliwo$¢ wykorzystania surowej gliceryny, powstalej
przy produkcji estrow metylowych wyzszych kwasow thuszczowych w procesach tle-
nowych, m.in. do produkcji CA przez drozdze z gatunku Yarrowia lipolytica [Papaniko-
laou 1 Aggelis 2003, Papanikolaou i in. 2002].

Wstepne badania, przeprowadzone przez autoréw niniejszej pracy [Rymowicz i in.
2006], wskazuja, ze odpadowy glicerol zapewnia otrzymanie, w hodowlach z udziatem
mutantéw octanowych Y. lipolytica, wysokich ilosci CA, dochodzacych do 200 g-dm™.
Ponadto wydajnos¢ CA z tego surowca byla wyzsza w porownaniu do hodowli prowa-
dzonych w podtozach glukozowych z udziatlem takich drozdzy. Interesujacy jest row-
niez fakt, iz obok CA, w podlozach zawierajacych glicerol, szczep drozdzy Y. lipolytica
Wratislavia K1 produkuje takze duze ilosci alkoholi cukrowych, takich jak erytrytol
i mannitol [Rymowicz iin. 2008]. Zdolno$¢ mutantdw octanowych Y. lipolytica do
nadprodukc;ji polioli z glicerolu, jak i z glukozy jest zjawiskiem nowym i malo poznanym.

Celem pracy jest pordwnanie parametrow kinetyki wzrostu oraz efektywnosci bio-
syntezy kwasu cytrynowego, erytrytolu i mannitolu przez mutanta octanowego Yarro-
wia lipolytica Wratislavia K1 z glicerolu i glukozy w hodowlach stacjonarnych.

MATERIALY I METODY

Mikroorganizm. Przedmiotem badan byl mutant octanowy (oct-) Yarrowia lipolytica
Wratislavia K1 o gladkim fenotypie kolonii, wyizolowany z hodowli chemostatowej
szczepu Yarrowia lipolytica Wratislavia 1.31. Szczep ten pochodzit z kolekcji wlasnej
Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoéci Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu. Szczep przechowywano na skosach YM, w temp. 4°C.

Podloza. Podloze inokulacyjne miato sktad (g-dm™): glicerol — 50,0 lub glukoza —
50,0; ekstrakt drozdzowy — 3,0; ekstrakt stodowy — 3,0; bactopepton — 5,0; woda desty-
lowana do 1 dm’. Podloze produkcyjne miato sktad (g-dm™): zrédlo wegla — 100,0;
NH,CI1 - 3,0; MgSO, - 7H,O — 1,0; KH,PO, — 0,2; ekstrakt drozdzowy — 1,0; woda
wodociagowa —do 1 dm’.
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Surowiec: czysty glicerol (czystos¢ 98%); glicerol odpadowy, pochodzacy z pro-
dukcji biodiesla (SG BODDINS GmbH, Niemcy), zawierajacy 860 g dm™ glicerolu
i 65 g dm™ NaCl (EE86%Gly), czysta glukoza oraz glukoza i glicerol zmieszane
w stosunku 1:1.

Podloza sterylizowano w 121°C przez 20 min.

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowla inokulacyjna. Hodowle inokulacyjne prowadzono na wstrzasarce rota-
cyjnej typu Elpan, w 250 cm® kolbach stozkowych, zawierajacych 25 c¢m® podtoza
inokulacyjnego, przez 72 godz. w temp. 30°C, przy 160 rpm. Do zaszczepienia podtoza
produkcyjnego w bioreaktorze uzywano 0,05 dm’ zawiesiny komorek namnozonych
w hodowli inokulacyjne;j.

Hodowla produkcyjna. Proces biosyntezy kwasu cytrynowego byl prowadzony
w 3,5-litrowym bioreaktorze BIOFLO III (New Brunswick), o objgtosci roboczej
1,3 dm®, przy szybkosci przeptywu powietrza 0,2 vvm, szybkosci obrotowej mieszadta
600 rpm, w temp. 30°C. W czasie procesu pH=5,5 utrzymywano automatycznie za
pomoca 40% NaOH.

Metody analityczne

Biomasg oznaczano metoda wagowa.

Kwas izocytrynowy (ICA) oznaczano metoda enzymatyczna przy udziale dehydro-
genazy cytrynianowej [Goldberg i Ellis 1983].

Stezenie kwasu cytrynowego (CA), glicerolu (GLY), glukozy (GLU), erytrytolu
(ER) i mannitolu (MAN) oznaczano metoda HPLC na kolumnie Aminex HPX87H
podiaczonej do detektoréw UV (A=210 nm) i IR w temperaturze pokojowej. Szybkosc
przeptywu fazy ciektej (20 mM H,SO,) przez kolumng wynosita 0,6 cm’*min™.

Spis uzytych symboli

u szybko$é whasciwa wzrostu — specific growth rate (h™)
Qx = szybkosé produkcji biomasy — volumetric biomass productivity (g-dm>h™)
qca® = szybko$¢ wilasciwa produkcji kwasu cytrynowego w fazie wzrostu

— specific rate of citric acid production in the yeast growth phase (g-g'h™)
qca "% = szybko$¢ wlasciwa produkcji kwasu cytrynowego w fazie stacjonarnej

— specific rate of citric acid production in the stationary phase (g-g'h™)
Qca® = szybko$¢ produkeji kwasu cytrynowego w fazie wzrostu
— volumetric citric acid productivity in the yeast growth phase (g-dm™h™)
szybkos$¢ produkcji kwasu cytrynowego w fazie stacjonarnej
— volumetric citric acid productivity in the stationary phase (g-dm>h™)
Yea! = wydajnos¢ kwasu cytrynowego — yield of citric acid (g-g™)
Yica wydajno$é catkowita kwasu cytrynowego — total yield of citric acid (g-g™)
Y'er = wydajnosé catkowita erytrytolu — yield of erythrytol (g-g™)
Y'vian = wydajno$é catkowita mannitolu — yield of mannitol (g-g™)

Qca™®
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OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Zbadano przebieg procesu okresowej biosyntezy kwasu cytrynowego (CA) przez
szczep Yarrowia lipolytica Wratislavia K1 z glukozy i glicerolu oraz z glicerolu i glu-
kozy zmieszanych w stosunku 1:1. W badaniach wykorzystano czysty glicerol oraz
glicerol odpadowy z produkcji biodiesla. Wszystkie procesy hodowlane poprowadzono
do catkowitego wyczerpania poszczegolnych substratow.

Proces biosyntezy CA z glukozy trwat 40 h. Drozdze w 20 h osiagnely faze¢ stacjonar-
na, przy plonie biomasy stabilizujacym si¢ na wysokim poziomie 21 g-dm™ (rys. 1A).
Faza wzrostu logarytmicznego trwata pomigdzy 4 a 12 h hodowli. Warto$¢ szybkosci
whasciwej wzrostu byta w tym czasie najwyzsza i wynosita . = 0,27 h'. Nastepnie
w przebiegu wzrostu drozdzy wyrdzniono fazg liniowa, w ktoérej szczep Wratislavia K1
rost ze stata objetosciowa szybkoscia wzrostu (Qx = 0,83 g-dm~h™) (rys. 1B).
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Rys. 1A. Produkcja biomasy [X], kwasu cytrynowego [CA], erytrytolu [ER] i mannitolu [MAN]
oraz zuzycie glukozy [GLU] przez Y. lipolytica Wratislavia K1 w hodowli okresowe;j

Fig. 1A. Production of biomass [X], citric acid [CA], erythrytol [ER] and mannitol [MAN] and glu-
cose consumption [GLU] by Y. lipolytica Wratislavia K1 in batch bioreactor experiment

Rys. 1B. Szybkosci produkcji biomasy (i, Qx) i kwasu cytrynowego (qca, Qca) W funkcji czasu
hodowli

Fig. 1B. Specific growth rate (), volumetric biomass productivity (Qx), specific rate of citric
acid production (qca) and volumetric citric acid productivity (Qca) as a function of culture
time
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Produkcja CA rozpoczynala si¢ po zakonczeniu logarytmicznej fazy wzrostu, a jego
koncowe stezenie wynosito 29,5 g-dm™ (rys. 1A). W przebiegu krzywej tworzenia CA
nalezy wyrézni¢ dwie fazy nadprodukcji CA, rdézniace si¢ szybkos$cia syntezy tego
kwasu. Komorki rosnace drozdzy (w trofofazie) produkowaly CA z wyzsza szybkoscia
niz komorki nierosnace, bedace w idiofazie. Takie zjawisko bylo obserwowane w przy-
padku wielu szczepow Y. lipolytica w procesach biosyntezy CA z glukozy i hydrolu
glukozowego [Bubbico i in. 1996, Moresi 1994, Parente i Ricciardi 1995, Wojtatowicz
i Rymowicz 1991, Wojtatowicz i Rymowicz 1990]. W niniejszej pracy komorki rosnace
produkowaty CA z glukozy z szybkoscia whasciwa qea® = 0,074 g-g”'h™' i objetosciowa
Qcaf = 1,23 g«dm™h™', a nierosnace — z szybkoscia qca™® = 0,048 g-g'h™ i Qeca™® = 1,0
g-dm”h”'. Podobne wartoci tych parametréow odnotowano w procesie biosyntezy CA
z glukozy przez szczep Y. lipolytica 1.31 [Rywinska i in. 2006].

Drozdze Y. lipolytica Wratislavia K1 produkowaty erytrytol i mannitol od poczatku
procesu biosyntezy CA, a ich ilo§¢ na koficu procesu wynosita odpowiednio 10,1 g-dm™
7,2 g-dm” (rys. 1A).

W procesie biosyntezy CA z glicerolu fazg stacjonarna komorki osiagnety dopiero
w22 h. W tym procesie odnotowano nizsze stezenie biomasy (15,7 g-dm™). Komorki
drozdzy znacznie dtuzej adaptowaly si¢ do warunkow panujacych w tej pozywce,
o czym $wiadczy trwajaca okoto 7 h lag faza (rys. 2A). W fazie logarytmicznej wzrostu
komorki szczepu Wratislavia K1 rosty z maksymalna szybkoscia prawie dwukrotnie
nizsza niz w podlozu z glukoza (rys. 2B). Warto$¢ objgtosciowe]j szybkosci wzrostu
w fazie liniowej (Qx), pomigdzy 12 a 22 h, byla natomiast porownywalna z uzyskana
w hodowli z glukoza.

W okoto 40 h hodowli, podobnie jak w procesie z glukoza, nastapito calkowite wy-
czerpanie zrodta wegla (glicerolu) w srodowisku hodowlanym. W hodowli z glicerolem
stwierdzono natomiast wyzsze stezenie CA (37,5 g-dm™) (rys. 2A). Produkcja CA i ICA
przebiegata nieco inaczej niz w podtozu z glukoza, w ktorym tworzenie CA rozpoczy-
nato si¢ po zakonczeniu logarytmicznego wzrostu drozdzy. Badany w niniejszej pracy
szczep Y. lipolytica Wratislavia K1 rozpoczynat syntezg CA z glicerolu juz podczas
wzrostu logarytmicznego. Taki sposob tworzenia CA obserwowano takze w hodowlach
z udziatem innych szczepow Y. lipolytica na oleju rzepakowym i n-parafinach [Moresi
iin. 1980]. W opinii niektdrych autoréw drozdze Y. lipolytica w podtozu zawierajacym
jedno zrodto wegla produkuja CA ze stala szybkoscia podczas catego procesu [Klasson
iin. 1989, Marchal i in. 1977]. W niniejszej pracy szybko$¢ objetosciowa (Qca) row-
niez byta stata. Od okoto 12 h do wyczerpania glicerolu wynosita 1,2 g- dm>h™ (rys.
2B). W przypadku komorek rosnacych szybkos$¢ wilasciwa syntezy CA, (qca® = 0,16
g-g'h™) byta dwukrotnie wyzsza niz podczas fazy stacjonarnej. Podobnie wysoka szyb-
kos$¢ wlasciwa produkcji CA stwierdzono dla szczepu Y. lipolytica 187/1 w podtozu
z olejem rzepakowym, a takze dla szczepu Y. lipolytica H222-S4(p67ICLI) T5 w ho-
dowlach zawierajacych sacharozg [Kamzolova i in. 2005, Forster i in. 2007].

W podtozu z glicerolem od poczatku procesu stwierdzono obecnos$¢ erytrytolu
w $rodowisku hodowlanym, ktorego koncowe stezenie wynosito 19,3 g-dm™. Produkcja
mannitolu rozpoczeta si¢ po zakonczeniu logarytmicznej fazy wzrostu i na koncu ho-
dowli wynosita az 10,2 g-dm™.
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Rys. 2A. Produkcja biomasy [X], kwasu cytrynowego [CA], erytrytolu [ER] i mannitolu [MAN]
oraz zuzycie glicerolu [GLY] przez Y. lipolytica Wratislavia K1 w hodowli okresowe;j

Fig. 2A. Production of biomass [X], citric acid [CA], erythrytol [ER] and mannitol [MAN] and glyc-
erol consumption [GLY] by Y. lipolytica Wratislavia K1in batch bioreactor experiments

Rys. 2B. Szybkosci produkcji biomasy (i, Qx) i kwasu cytrynowego (qca, Qca) W funkcji czasu
hodowli

Fig. 2B. Specific growth rate (i), volumetric biomass productivity (QX), specific rate of citric acid
production (qCA) and volumetric citric acid productivity (QCA) as a function of culture time

W hodowli, w ktorej zastosowano glicerol i glukozg jako zroédto wegla, stwierdzono
wydhuzenie procesu do 46 h (rys. 3A). Interesujacy jest fakt, ze drozdze najpierw utyli-
zowaly glicerol, a dopiero po jego wyczerpaniu ze sSrodowiska hodowlanego korzystaty
z glukozy jako zrodta wegla. Podobne zjawisko obserwowano m.in. u zrekombinowa-
nych szczepow Y. lipolytica, wykazujacych aktywno$¢ inwertazowa w podtozach za-
wierajacych sacharozg. Szczepy te najpierw wykorzystywaty glukoze, ktora stanowita
substrat zdecydowanie lepszy metabolicznie, a dopiero po jej wyczerpaniu utylizowaty
fruktoze [Kautola i in. 1992].

Podobnie jak w wyzej opisanych procesach z jednym Zrodtem wegla — w przebiegu
wzrostu drozdzy wyrdzniono lag faze, faze logarytmiczna (fmax = 0,25 h™) i faze linio-
wa, w ktorej objetosciowa szybko$é produkeji biomasy (Qx = 0,76 g:dm™h™") byta nieco
tylko nizsza niz we wczesniejszych procesach (rys. 3B). Fazeg stacjonarna drozdze osia-
gnely po 24 h procesu przy poziomie biomasy wynoszacym 17,9 g-dm™ (rys. 3A).
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W procesie tym uzyskano 36 g-dm” kwasu cytrynowego, 14,9 g-dm™ erytrytolu
i 5,8 g«dm™ mannitolu (rys. 3A). W przebiegu krzywej tworzenia CA wyrézniono dwa
etapy produkcji kwasu, przebiegajacej z r6zna szybkoscia. Z jednej strony mozna przy-
puszczad, ze zjawisko fazowosci tworzenia CA w tym procesie moglo by¢ spowodowa-
ne przej$ciem drozdzy z fazy wzrostu liniowego w fazg stacjonarna. Z drugiej zas warto
jednak zauwazyé¢, ze w pierwszym etapie CA byl tworzony z glicerolu, natomiast
w drugim — powstawat z glukozy. Szybkosci produkcji CA (Qx, qca) W hodowli z glice-
rolem (rys. 2B) byly wyzsze, niz odno$ne parametry uzyskane w procesie z glukoza
(rys. 1B, 3B).
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Rys. 3A. Produkcja biomasy [X], kwasu cytrynowego [CA], erytrytolu [ER] i mannitolu [MAN]
oraz zuzycie glicerolu [GLY] i glukozy [GLU] przez Y. lipolytica Wratislavia K1
w skojarzonej hodowli okresowej

Fig. 3A. Production of biomass [X], citric acid [CA], erythrytol [ER] and mannitol [MAN]
and degradation of glycerol [GLY] and glucose [GLU] in a batch mixed culture
of Y. lipolytica Wratislavia K1

Rys. 3B. Szybkosci produkcji biomasy (1, Qx) i kwasu cytrynowego (qca, Qca) W funkcji czasu
hodowli

Fig. 3B. Specific growth rate (n), volumetric biomass productivity (Qy), specific rate of citric acid
production (qca) and volumetric citric acid productivity (Qca) as a function of culture time
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Przydatno$¢ drobnoustrojow w biotechnologii oceniana jest m.in. wedhug takich
cech uzytkowych, jak: wydajnos$¢ i szybko$§¢ tworzenia produktu; czystos¢ produktu
fermentacji; szybko§¢ wzrostu; niepatogeniczno$¢ i brak produktéw toksycznych; sta-
bilno$¢ genetyczna i fenotypowa; wymagania pokarmowe, w tym przede wszystkim
zdolno$¢ do utylizacji obecnych w §rodowisku fermentacyjnym zrodet wegla i energii
oraz tolerancja na zmienne st¢zenie sktadnikoéw podloza [Chmiel 1994]. W przeprowa-
dzonych procesach biosyntezy CA przez drozdze Y. lipolytica Wratislavia K1 do pro-
dukcji kwasu wykorzystano nieoczyszczony glicerol, pochodzacy z produkcji biodiesla,
zawierajacy liczne zanieczyszczenia, w tym az 65 g-dm™ NaCl. Nieoczyszczony glice-
rol byl dobrym surowcem do produkcji CA. Zanieczyszczenia zawarte w glicerolu nie
mialy istotnego wplywu na parametry kinetyczne i wydajnos$¢ procesu biosyntezy, co
obrazuja tab. 1 i 2. Procesy hodowlane, prowadzone w podtozu zawierajacym glicerol
odpadowy z czysta glukoza, zmieszane w stosunku 1:1, byly zdecydowanie krétsze od
tych, w ktorych wykorzystano czyste zrodla wegla. We wszystkich prezentowanych w
niniejszej pracy hodowlach biosynteza CA prowadzona byta w warunkach limitacji
wzrostu stezeniem azotu amonowego na poziomie 3 g-dm~ NH,CI, co w syntetycznym
podtozu hodowlanym powinno zapewniaé¢ zblizony plon biomasy w przypadku tego
samego szczepu 1 zrodla wegla. Jednak obfity wzrost szczepu w podiozu z glicerolem
odpadowym (28 g-dm™), w poréwnaniu do glicerolu czystego (15,7 g-dm™), wskazuje
prawdopodobnie na obecno$¢ przyswajalnego zrodla azotu dla drozdzy, co spowodowa-
to wzrost stezenia biomasy. Przy tak wysokim poziomie biomasy pozostawata w po-
zywce mniejsza 1lo$¢ zrodla wegla, ktora mogta by¢ przeksztalcona w CA. W efekcie
koncowe stezenia CA wynosity odpowiednio 22 i 29 g-dm™, odpowiednio w hodowli na
glicerolu odpadowym i w hodowli skojarzonej (tab. 1). Nasuwa si¢ przypuszczenie,
ze gdyby w tych procesach zastosowano nizsze st¢zenie zrodia azotu, ilos¢ CA bylaby
zdecydowanie wyzsza. W podlozu z glicerolem odpadowym wydzielanie CA do $rodo-
wiska przebiegalo z ta sama szybkoscia objetosciowa (Qca = 1,0 g-«dm>h") od okoto 12 h.

Tabela 1. Parametry kinetyczne wzrostu i biosyntezy kwasu cytrynowego z réoznych substratow
przez szczep Y. lipolytica Wratislavia K1

Table 1. Kinetic parameters of growth and citric acid fermentation on various substrates
by strain of Y. lipolytica Wratislavia K1 strain

Parametr — Parameter Glicerol odpadowy Glicerol odpadowy + glukoza (1:1)

Crude glycerol Crude glicerol + glucose (1:1)

Czas — Time, [h] 32 37,5
Biomasa — Biomass, X [g-dm™] 28 28,2
Kwas cytrynowy — Citric acid, CA [g-dm™] 22 29
Kwas izocytrynowy 0,51 0,64
Isocitric acid, ICA [g-dm™]

Erytrytol — Erythrytol, ER [g-dm™] 16,0 9,8
Mannitol — Mannitol, MAN [g-dm™] 5,8 3,3
Mg [07'] 0,227 0,225
Qx [g:dm>h™] 1,33 1,09
g%ca [grg'h] 0,059 0,058
q"%calgg'h’] 0,036 0,033
Q%cag-dm>h"] 1,0 1,19
Q™ca[g-dm>h] 1,0 0,94
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Tabela 2. Produkcja kwasu izocytrynowego przez Y. lipolytica Wratislavia K1 w hodowlach
okresowych zawierajacych rozne zrodta wegla

Table 2. Isocitric acid production by Y. lipolytica Wratislavia K1 strain in batch cultures
with different kind of substrates

Zrodto wegla
Carbon source
Parametr Czysty glicerol Glicerol Glicerol odpadowy
Parameter Czysty glicerol  Glukoza + glukoza (1:1) odpadowy + glukoza (1:1)
Pure glycerol Glucose Pure glycerol Crude Crude glycerol +
+ glucose (1:1) glycerol glucose (1:1)
ICA [g-dm™] 0,56 1,31 1,44 0,51 0,64

Biorac pod uwagg fakt, ze jednym z kryteriéw doboru szczepow przemystowych jest
czystos¢ produktu fermentacji, w tym wypadku jak najmniejszy udziat ICA w sumie
kwasow, mutant octanowy Wratislavia K1 moze by¢ atrakcyjny przemystowo. Natural-
ne szczepy drozdzy akumuluja CA ze znacznym udzialem ICA, zwlaszcza w podtozach
niewgglowodanowych. Jego zawarto$¢ w sumie kwaséw moze sigga¢ nawet 50%
w podlozach z n-parafinami i jeszcze wigcej w pozywkach z alkoholami. W podtozach
glukozowych czysto§¢ procesu jest zwykle wyzsza, a CA stanowi 80-90% sumy two-
rzonych kwasow cytrynowych. Wedtug autoréw niniejszej pracy ilos¢ ubocznie powsta-
jacego ICA nie przekraczata 1,4 g-dm™ (tab. 2). Podobnie niska produkcje ICA ten sam
szczep prezentowal podczas hodowli z wyzsza zawartoscig glicerolu [Rymowicz 1 in.
2006] oraz podczas ciaglej biosyntezy CA w reaktorze membranowym z syropu frukto-
zowego i glukozowego [Rywinska i in. 2004, Zarowska i in. 2004]. Cecha charaktery-
styczna dla mutanta oct” Y. lipolytica Wratislavia K1 byta nadprodukcja alkoholi cukro-
wych w podlozach zawierajacych glicerol i glukozg jako zrodto wegla. Ilos¢ tych polioli
zalezata w duzym stopniu od zastosowanego zrodta wegla. Powstawanie alkoholi cu-
krowych nalezy traktowac jako produkty uboczne, co obniza selektywno$¢ procesu
biosyntezy CA przez ten szczep drozdzy. W efekcie, powstajacy erytrytol i mannitol
wraz z wysokim plonem biomasy wptynely na nizsza, niz mozna si¢ byto spodziewac,
wydajnos¢ catkowita procesu biosyntezy CA (Y'ca), jako Ze parametr ten wlacza substrat
zuzyty rowniez na produkcje biomasy. Najwigksza warto$¢ tego parametru, 0,38 g-g”,
osiagnigto w podtozu z czystym glicerolem, nieco nizsza w procesie z czystym glicero-
lem zmieszanym z glukoza. Z kolei efektywno$é konwersji substratu do CA, (Y'ca),
gdzie parametr ten nie obejmuje substratu zuzywanego na syntezg¢ biomasy, byta bardzo
wysoka, 1,35 g'g”', w procesie z glicerolem odpadowym zmieszanym z glukoza. War-
tos¢ tego parametru byta znacznie wyzsza od uzyskanych przez inne szczepy Yarrowia
lipolytica w hodowlach z glukoza [Enzminger i Asejno 1986, Klasson 1989, Stottmeister
1979].

Wydajno$¢ catkowita erytrytolu i mannitolu, Y'gg, Y'yan, byta najwyzsza w hodowli
z czystym glicerolem, odpowiednio 0,19 g-g” i 0,1 g-g”. Natomiast, o ile w procesie
z glicerolem odpadowym wydajnos¢ erytrytolu byta tylko nieco nizsza, o tyle wydaj-
no$¢ mannitolu w tej hodowli znacznie si¢ obnizyta. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze duza
ilo$¢ soli lub innych sktadnikow zawartych w tym produkcie odpadowym wptywa ha-
mujaco na syntez¢ mannitolu i moze by¢ cenng informacjg wykorzystana w przysztosci
w celu wyeliminowania tego metabolitu ze srodowiska hodowlanego szczepu Wrati-
slavia K1.
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Tabela 3. Wplyw zrodla wegla na wydajnosé biomasy (Yys) i produktow (Y'ca, YFca, Yer',
Yuan') W hodowli okresowej szczepu Y. lipolytica Wratislavia K1

Table 3.  Effect of carbon source on biomass yield (Yx/s) and products yields (Y'ca, YPca, Yirh
Yuan') in batch fermentation with Y. lipolytica Wratislavia K1 strain

Zrodio wegla
Carbon source
Parametr Czysty Czysty glicerol Glicerol Glicerol odpadowy
Parameter Glukoza glicerol + glukoza (1:1) odpado + glukoza (1:1)
Glucose Pure glyc- Pure glycerol pacowy Crude glycerol +

Crude glycerol

erol + glucose (1:1) glucose (1:1)
Yxs[gg'] 0,60 0,26 0,29 0,42 0,34
Yiealgg!'] 0,295 0,377 0,356 0,21 0,278
Yealgg'] 0,46 0,96 0,91 0,62 1,35
Y [grg'] 0,101 0,194 0,147 0,156 0,094
Yiuan [2g'] 0,072 0,1 0,057 0,057 0,0316

Podsumowujac wyniki badan, stwierdzi¢ mozna, ze dynamika wzrostu drozdzy oraz
efektywno$¢ produkcji biomasy, uzalezniona od wykorzystanego zrodta wegla, byla
najwyzsza w hodowli z glukoza (wydajno$é wzrostu Yys=0,60 g-g'). W hodowli
z czystym glicerolem uzyskano natomiast najwyzsza wydajnosé¢ CA (Y'ca=0,37 g-g™).
W podtozu z glicerolem odpadowym wydajnos¢ CA, ze wzgledu na wysoki plon bio-
masy, byla nizsza i wynosita Y'c4=0,21 g-g”'. W hodowlach skojarzonych, w ktérych
zastosowano glicerol i glukozg, drozdze w pierwszej kolejnosci korzystaty z glicerolu,
a dopiero po jego wyczerpaniu utylizowaly glukoz¢. W hodowlach z glukoza stwier-
dzono nizsza szybko$¢ wlasciwa i objgtosciowa produkcji CA w poréwnaniu do hodow-
li, w ktorych stosowano glicerol. We wszystkich procesach hodowlanych, rownolegle
z CA, tworzone byly alkohole cukrowe, erytrytol i mannitol, ktorych najwyzsze stgze-
nie otrzymano w hodowlach z czystym glicerolem, odpowiednio 19,3 i 10,02 g-dm™.
Wskazuje to na mozliwos$¢ potencjalnego zastosowania szczepu Wratislavia K1 do
biosyntezy polioli z glicerolu, zwlaszcza erytrytolu.
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CHARACTERISTICS OF CITRIC ACID AND SOME POLYOLS
BIOSYNTHESIS FROM GLYCEROL AND GLUCOSE
BY YARROWIA LIPOLYTICA YEAST

Abstract. Yarrowia lipolytica Wratislavia K1 strain was grown in nitrogen-limited aero-
bic cultures on pure glycerol, raw glycerol, glucose and mixture of glycerol and glucose.
Two mixtures were used: first with pure glycerol and second with raw glycerol. Kinetic
parameters of growth and citric acid production were determined.

The highest biomass yield (Yxs=0.6 g-g"') was obtained in the medium containing glu-
cose as a carbon source. The highest citric acid concentration of 37.5 g-dm™ and citric
acid yield of 0.37 g-g”! were reached with a medium containing pure glycerol.

In all processes Y. lipolytica Wratislavia K1 strain produced sugar alcohols such as eryth-
rytol and mannitol. The highest concentration of these polyols (erythrytol and mannitol)
were determined in the culture containing pure glycerol, 19.3 g-dm™” and 10.1 g-dm>,
respectively.
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